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INTRODUCCIO
Els mitocondris , presents en quasi totes
les cel • lules eucariotes , son organuls cito-
plasmatics especialitzats en la conversio de
1'energia d ' oxidacio en energia quimioos-
motica i quimica, que la conserven en forma
d'ATP, mitjancantel proces de la fosforilacio
oxidativa (Mitchell,1979). Per a la realitza-
cid d'aquesta tasca , un dels principals requi-
sits es una alta impermeabilitat de la mem-
brana mitocondrial interna (MMI). El mito-
condri tambe realitza altres funcions meta-
boliques i per tant ha d'existir un flux de
metab6lits entre el citosol i el mitocondri.
Aquest flux es possible per 1'existencia en la
membrana mitocondrial interna de tot un
seguit de proteines amb una relativament
alta especificitat per a transportar molecu-
les. Hi ha , com a minim , nou proteines trans-
portadores d'anions en aquesta membrana,
tres transportadors coneguts de cations i
com a minim un que transporta molecules
neutres (Figura 1 ). Per a poder dur a terme la
fosforilacio oxidativa, el mitocondri neces-
sita ADP i fosfat inorganic (P) provinents
del citosol i a la vegada ha de poder extreure
1'ATP generat en aquest proces dins el mito-
condri per a les necessitate energetiques de
la resta de la cel-lula. Per aconseguir-ho, hi
han d ' intervenir dos transportadors: el
translocador d'ADP/ATP (AAC) i el trans-
portador de P (PIC). El transportador de
piruvat (PYC) en subministra a la matriu
mitocondrial en la fase catabolica del meta-
bolisme per a fornir d ' atoms de carboni el
cicle de Krebs, i durant la fase anabolica per
a iniciar la sintesi de glucosa. El translocador
d'aspartat / glutamat (AGC) i el transporta-
dor d'oxoglutarat (OGC) son necessaris no
nomes en la sintesi de glucosa i en el meta-
bolisme nitrogenat sing que tambe formen
part essencial del sistema de llancadores de
regeneracio de NAD' citosolic en la glucoli-
si. El transportador d'acids dicarboxflics
(DIC), com el malat, participa en la sintesi de
glucosa i en la d'urea . El transportador de
citrat (CIC) es essencial en la biosfntesi
d'acids grassos . El transportador de gluta-
mat (GC) participa en la sintesi d'urea i en el
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metabolisme nitrogenat mes general. I pot-
ser el menys conegut, el transportador ATP-
Mg/Pt (APC), es el responsable de l'incre-
ment en la concentracio de nucleotids d'ade-
nina de la matriu mitocondrial durant el
desenvolupament, la qual cosa indueix la
maduracio funcional del mitocondri. A part
d'aquests, tambe son importants diferents
transportadors de cations, com el transpor-
tador d'ornitina (ORC) essencial en la sintesi
d'urea i el transportador de carnitina (CAC)
en l'oxidacio d'acids grassos, o el transporta-
dor de glutamina (GNC) en els mitocondris
d'alguns teixits. Finalment, cal citar la prote-
ina desacobladora (UCP) del teixit adipos
marro, translocador de protons, que desaco-
bla la fosforilacio oxidativa i permet la dissi-
pacio del gradient electroquimic en forma
de calor . TO aixi una funcio termogenica, i
encara que no sigui estrictament un trans-
portador de metabolits , la seva estructura i
el seu funcionament fan necessari d'inclou-
re'l aqui.
No tots els mitocondris contenen tots els
transportadors . Els que estan relacionats a mb
la fosforilacio oxidativa (AAC i PIC) es tro-
ben en tots els mitocondris . Els transporta-
dors que permeten 1'entrada al mitocondri
d'equivalents reductors o substrats per la
fosforilacio oxidativa (PYC, CAC, OGC,
AGC) es troben distribuIts ampliament. Al-
tres transportadors tenen una distribucio
limitada i reflecteixen el seu paper en funci-
ons especials , com la gluconeogenesi (DIC),
la sintesi d'acids grassos (CIC), la sintesi
d'urea (ORC, GC, i GNC) o la termogenesi
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TAri A 1. Progresses fets en I ' estudi de transportadors mitocondrials
AAC PIC OGC UCP CIC AGC DIC PYC APC GC CAC
Purificaciu + + + +
Reconstituci6 + + + +
Analisi cinetica + + + +
cDNA + + + +
Scgdencia gens + + + +
Topologia ± ± - ±
Expressi6 funcional + + + +
Sohreexpressi6 + ± + +
Cristal-litzaci6 - - - -
Estructura 31) - - - -
RcguIaC16 Len ± - - +
Cromosoma humii + + - +
EI signe + indica que I'aspecte concret esta result , o que s'ha fet molt treball . El signe - indica que pr3cticament es desconeix,
no s'ha provat o no s'ha aconseguit . El signe ± indica que, encara que s'hi ha treballat . queda feina per fer . ( Vegeu les
abreviatures a la Iigura I).
(UCP). Malgrat que siguin caracteristics de
la MMI, la majoria d'aquests transportadors
es troben en quantitats minuscules. Nomes
AAC, PIC i UCP poden representar un per-
centatge important de la protema de la MMI.
El grau de coneixement que es to actual-
ment d ' aquests diferents transportadors es
forca variable . En la taula I es resumeix, no
de manera exhaustiva , 1'estat de la giiestio
per a la majoria d'aquests transportadors.
Tres dels transportadors anit)nics (AAC, PIC,
OGC) i la UCP s'han purificat, reconstituit,
clonat, sequenciat i s'han expressat de ma-
nera funcional en un sistema hetert)leg. Del
CIC, de que existeixen dues isoformes no
relacionades , tambe s ' han obtingut valuo-
ses dades sense arribar , pert), a 1 ' expressi6
funcional.
Per la seva relativa simplicitat , els trans-
portadors mitocondrials son un model clau
per al nostre coneixement del mecanisme
molecular del transport a traves de mem-
branes. Aquests transportadors son mole-
cules petites (28-34 KD) i les estructures
primaries fins ara conegudes demostren que
molts d ' aquests estan clarament relacionats
des del punt de vista evolutiu i funcional.
Shan construct models molt il-lustratius
del mecanisme de transport , pert) aquests
son encara hipotetics , car no ha estat possi-
ble fins ara la cristal•litzacio de cap d' aquests
transportadors i, per tant , en desconeixem
les estructures tridimensionals . El mecanis-
me de transport junt amb la caracteritzacio
genica i la seva regulacio, son, sens dubte,
els principals punts que la investigacio so-
bre les proteines transportadores haura d'en-
carar en un futur immediat.
ESTRUCTURA PRIMARIA : FAMILIA
DE TRANSPORTADORS
MITOCONDRIALS
Actualment es coneix la sequencia d'ami-
noacids de cinc transportadors mitocondri-
als que han estat bioquimicament ben carac-
teritzats , AAC, UCP, PIC, OGC i CIC, be per
sequencia directa de la proteina o per se-
qO ncia DNA (Aquila et al., 1982b; Aquila et
al., 1985; Runswick et al., 1987; Runswick et
al., 1990; Kaplan et al., 1993; Azzi et al., 1993).
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FIGWRA 2. Comparacio de sequencies del transportadors mitocondrials . Shan einprat les sequencies bovines, excepte per a
fa UCP, que es de hamster . Les comparacions s'han realitzat amb el programa DIAGON . La finestra emprada es de 25
aminoacids . Vegeu les abreviatures a fa figura I.
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FIGURA 3. Perfils d'hidrofobicitat de quatre transportadors mitocondrials . Les sequencies emprades son les mateixes que les
de la figura 2. Per cada perfil , les caixes 1-VI indiquen les posicions de les possibles helix a transmemhrana. Els segments
A, B i C representen regions mes hidrofiliques . Els trey dominis relacionats que es troben en cadascuna de les sequencies
consisteixen en 1-A-11, III-B -[V i V-C-VI.
La primera sequencia coneguda fou la de
1'AAC de mitocondris de cor de bou en 1982.
Fou, de fet, la primera proteina transporta-
dora purificada (Aquila et al., 1982a) i
segiienciada (Aquila et al., 1982b). Des de
Ilavors l'AAC de 13 organismes ha estat
segiienciada, des de microorganismes a plan-
tes i animals (20 sequencies, incloent-hi
isoformes), la UCP de 6, el PIC de 5 i 1'000
de 4 especies i el CIC d'una, pero dues
isoformes que no semblen estar relaciona-
des. La comparacio de la sequencia inicial
de l'AAC amb si mateixa ja va revelar alguns
trets caracteristics que s'han anat repetint en
les sequencies dels altres transportadors,
excepte la d'un dels CIC segiienciats: tots
presenten tuna estructura tripartida, de se-
giiencies relacionades duns cent aminoa-
cids de llargaria (Figura 2). Cada element
repetit conte dues regions hidrofobiques,
per tant sis en total (I-VI), separades per una
Varga regio hidrofilica (A-C) (Figura 3). L'ali-
neament de les sequencies primaries dels
cinc transportadors (Figura 4) mostra la con-
servacio total de catorze residus i la substi-
tucio altament conservativa duns altres
trenta. Tambe cal destacar la sequencia mo-
tiu P. X. D/E-(20-30 aminoacids)-D/E. G-(4
aminoacids)-aminoacid aromatic-K/R. G,
que inclou la prolina i 1'aminoacid acidic
conservats, que es troben en molts dels do-
minis repetits (Walker i Runswick, 1993).
Aquestes caracteristiques, es a dir, una llar-
garia d'aproximadament tres-cents aminoa-
cids, 1'estructura tripartida, la presencia de
dues regions hidrofobiques en cada domini
i la sequencia motiu repetida tres cops mos-
tren clarament que aquests cinc transporta-
dors pertanyen a la mateixa familia de pro-
teines. Tots provindrien d'un ancestre comu
per processos de duplicacio genica. Aquests
trets caracteristics de la familia mitocondri-
al de transportadors han permes identificar
altres proteines, de funcio encara descone-
guda, coin a membres d'aquesta familia,
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corn les anomenades MRS3 i MRS4 de
Saccharonnyces cerevisiac ( probablement,
isoformes de la mateixa protelna), que hom
ha relacionat amb el proces de splicing de
1'RNA mitocondrial, pero podrien estar in-
volucrades en el transport de poliamines
(Wiesenberger et al., 1991 ), una proteIa ex-
pressada en el tiroide associada a la malaltia
de Grave (Zarrilli et al., 1989 ), una proteIna
del protozou Oxytricia fallax ( Williams i
Herrick, 1991 ), dues proteines codificades
en els cromosomes IX i XI de S. cerevisiae
(Colleaux et al., 1992 ), i quatre proteines del
nematode Caenorhabdiris elegans (Runswick
et al., 1994 ). Mes recentment s'han descrit
dues proteines mes amb les caracteristiques
d'aquesta familia : la brittlel de blat de moro
i la PMP47 de Candida boidinii (vegeu les
referencies a Palmieri, 1994) localitzades en
amiloplasts i peroxisomes , que si es confir-
ma la seva pertinenca a aquesta familia im-
plicaria que aquesta familia de proteines
transportadores no estaria restringida al
mitocondri . En total, es creu que aquesta
familia de transportadors , la formarien mes
de setze membres diferents.
ESTRUCTURA SECUNDARIA I
TOPOLOGIA TRANSMEMBRANA
Les dues regions hidrofobiques que es
troben en les tres repeticions son suficient-
ment llargues per a travessar la membrana
mitocondrial interna . Basant-se en aquesta
estructura tripartida de 1'AAC, ja en 1982,
Saraste i Walker proposaren que cada domi-
ni repetit , consistiria en dues helix a
transmembrana, formant una estructura amb
6 helix a ( I-VI) en total (Figura 5). Dins de
cada domini, les dues helix a serien unides
per una sequencia llarga, mes polar (A, B i
C), mentre que els tres dominis serien con-
nectats per dues sequencies curtes d'amino-
acids hidrofilics (Saraste i Walker, 1982).
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II( ISA 5. Model general de sis helix a (sis dominis transtnembrana) de les proteines transpurtadures mitocondnak. l.a linia
de punts indica que les protenes tenon tres repeticions estructurals. Noteu que el model implica que els extrems C- i N-
terminals Ilan de tenir la mateixa orientacid. Les dades experimentals indiquen que aquesta orientaci6 seria la citosolica
(v'egeu el text).
Aquest model prediu que els extrems N- i C-
terminals de la proteina seran a la mateixa
cara de la membrana, ja sigui la de la matriu,
ja sigui la citosolica, que els segments
hidrofilics que connecten les dues helix a de
cada domini (A, B i C) es trobaran en una
mateixa cara de la membrana, oposada a la
dell extrems N- i C-terminal, i que els seg-
ments mes curts de connexi6 dels dominis,
es trobaran en l'altra (Figura 5).
Moltes de les dades experimentals obtin-
gudes estan d'acord amb aquest model. Aixi,
per exemple, s'ha comprovat en el cas del
PIC (Capobianco of al., 1991), de la UCP
(Miroux of al., 1993) i de 1'OGC (Bisaccia of
al., 1994), emprant anticossos especifics con-
tra peptids de la regi6 C- i N-terminal i
I'accCs de la proteina a enzims proteolitics,
que els extrems N- i C-terminals es troben
orientats cap al citosol, mentre que els loops
A, B i C estan orientats cap a la matriu.
Tambe s'ha observat, aplicant el mateix ti-
pus de tecniques, que 1'extrem N-terminal
de I'AAC esta exposat a la cara citosolica de
la membrana, i que els loops A, B i C son
accessibles a proteases per la cara de la ma-
triu (Marty of al., 1991).
ESTUDIS FUNCIONALS
La purificaci6 de diferents proteines
transportadores ha permes caracteritzar-les
cineticament i s'ha obtingut informaci6 im-
portant impossible d'aconseguir amb mito-
condris o particules submitocondrials.
Aquests estudis funcionals s'han realitzat
reconstituint els transportadors en liposo-
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mes. Shan obtingut Jades sobre 1'especifici-
tat de substrat , afinitats , nombre de llocs
d'unio, interaccio amb inhibidors , influen-
cia del pH i de fosfol ipids , etc. (per revisio
vegeu Palmieri et al., 1993 ). Concretament,
s'han obtingut valors de K. tant del lloc
extern com de 1 ' intern del proteoliposoma i
s'ha observat que, corn a minim pel que fa a
un substrat, tots els transportadors presen-
ten una K., aparent significativament dife-
rent per al substrat intern i extern (Taula II).
Tambe s 'ha comprovat que, a excepcio de
1'AAC, els transportadors es col-loquen de
manera unidireccional en la membrana
liposomal . Estudis de velocitat inicial amb
dos substrats han mostrat que AGC, OGC,
CIC, DIC i PIC reconstituits funcionen
d'acord amb el que s'anomena mecaiiisine
simultani o sequential (Taula II), que implica
que perque es dugui a terme el transport,
s'ha d'haver format previament un complex
ternari entre el transportador, el substrat
intern i 1'extern. Per aixo, s'ha proposat que
els transportadors mitocondrials formarien
no nomes una familia estructural sing tam-
be una familia funcionalment homogenia
caracteritzada per un mecanisme cinetic
comu. Per a I'AAC si be el model mes accep-
tat es el de ping-pong (per revisio vegeu
Klingenberg, 1989),6s a dir que nomes hi ha
TAUI.A 11. Dades cinetiques de transportadors mitocondrials purificats i reconstituits
Transportador Substrat K (mM)
extern
K ( mM)
intern
Mecanisme
cinetic
AAC A'f P 0,01 0,025 it. d.
ADP 0,01
PIC P/P 1,8 9,4 Simmltani
P /OH 11,2 Simultani
OGC Oxoglutarat 0,31 0,17 Simultani
Malat 1.36 0,71 Simultani
DIC Malat 0,49 0,92 Simultani
Fosfat 1,41 0,93 Simultani
CIC Citrat 0,032 0,027 Simultani
Malat 0,25 0,06 Siniultani
AGC Aspartat 0,12 2,8 Simultani
Glutamat 0,25 3. 0 Simultani
CAC Carnitina (bescanvi) I.I 10 ping-pong
Carnitina (uniport) 0,53 2,2
ORC Ornitina 0,16 4 n. d.
PYC Piru',at 0.24 U. d. n. d.
n. d. no determinat . Vegeu les referencies it Palmieri ci al., 1993 i a Palmieri, 1994.
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un unic hoc d'unio, el qual alternativament
esta exposat a ambdues cares de la membra-
na; tambe s ' ha descrit el mecanisme segiien-
cial (per revisio vegeu Brandolin et a!., 1993),
pert de tota manera i curiosament no ha
estat encara validat cap model per a 1AAC
en sistemes reconstituits . Dels transporta-
dors mitocondrials coneguts, nomes n'ha
estat demostrada una excepcio , el CAC, que
presenta un mecanisme de tipus ping-pong
(lndivery ct al., 1994). Per altra banda, el
CAC es 1' 6nic transportador mitocondrial
que s'ha demostrat capac de realitzar tant
intercanvi com uniport (Taula II). Encara
que la coexistencia dels mecanismes de ping-
pong i sequencial dins d ' una mateixa fami-
lia de transportadors sembla que es possi-
ble, com es demostra pel cas de la familia de
transportadors d'anions dels eritrocits, no
coneixem la sequencia de CAC i, per tant, si
pertany realment a la familia de transporta-
dors mitocondrials.
Una caracteristica interessant de 1'AAC i
d'altres membres de la familia de transpor-
tadors es que poden ser convertits de mane-
ra reversible per tractament amb diferents
derivats mercurials , com el mersalyl, en un
estat funcional diferent del transport fisiolo-
gic (Dierks et al., 1990). Aquest tipus de
transport no fisiologic es caracteritza per
una inhibicio de les funcions del transport
fisiologic i 1'aparici6 d'un flux unidireccio-
nal de substrat amb una perdua mes o menys
completa d'especificitat. Aquest nou tipus
d'activitat es pot interpretar considerant la
presencia d'un canal intrinsec no especific,
el qual es trobaria normalment amagat per
la propia estructura de la proteina . Aquesta
interpretacio seria una bonica manera d'ex-
plicar 1'aparici6 de transportadors especi-
fics a partir de simples canals o porus, que
evolucionen gradualment a estructures fun-
cionals mes i mes complexes.
GENS I ISOFORMES
Es coneixen les segiaencies dels gens
d'AAC, UCP, OGC i PIC. Es interessant que
les estructures d'aquests gens semblen rela-
cionades , ja que contenen introns en posici-
ons relatives similars. Fins al moment pre-
sent s'han descrit tres isoformes de lAAC
codificades per tres gens diferents (Cozens
et al., 1989; Li et al., 1989 ; Ku et al ., 1990),
sequenciats els tres, en humans , que presen-
ten una certa especificitat de teixit en 1'ex-
pressi6 ( Stepien et al., 1992). Nomes un gen
s'ha descrit per a UCP (Cassard et al., 1990)
i OGC (lacobazzi et al., 1992), i les analisis
Southern blot revelen que no hi ha altres
segiiencies relacionades en el genoma. Per
al PIC s 'han descrit dos mRNA, amb una
certa especificitat tissular en l'expressio, pero
nomes un gen (Dolce et al., 1994). Les dues
isoformes sorgeixen d'un proces de splicing
alternatiu que afecta els aminoacids 4-45 de
la proteina madura (Dolce et al., 1994). Un
transcrit s'expressa majoritariament al fetge
i al cor, mentre que 1'altre ho fa al pulmo
(Dolce et al. 1994). No es coneix si hi ha
diferencies funcionals entre les dues protei-
nes que es generen en aquest proces.
BIOGENESI I IMPORTACIO AL
MITOCONDRI
Tots els transportadors mitocondrials
estan codificats en el genoma nuclear, per
tant se sintetitzen en el citosol i han de ser
importats al mitocondri . L'AAC, la UCP,
1' OGC i el PIC de llevat se sintetitzen sense
cap presequencia d'importacio, mentre que
el PIC i el CIC de mamifer presenten pre-
segtiencies trencables de diferents llarga-
ries. L' absencia de presequencia implica que
la informacio de desti ha d'estar compresa
en la sequencia d'aminoacids de la proteina
madura . En el cas de l'AAC, s'ha comprovat
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que aquesta informacio es troba repetida en
les tres regions de la seva estructura tripar-
tida, es a dir que cada una d'aquestes es pot
inserir de manera autonoma . Fins i tot en el
cas del PIC de mamifer, que to presequencia,
s'ha determinat que la informacio majorita-
ria de direccionalitat resideix tambe en la
segi.iencia de la protema madura (Pratt et al.,
1991; Zara et al., 1992 ). La presequencia tin-
dria, doncs, un paper mes aviat redundant i
prescindible. La importacio de UCP i OGC
es realitza mitjancant la via d'importaci6
general (per revisio vegeu Harlt et al., 1989).
Per tant, requereix factors citosolics, ATP i
potencial de membrana . De manera diferent
a la majoria deproteines mitocondrials, sem-
bla que 1'AAC i el PIC utilitzarien de forma
preferent un receptor de la membrana mito-
condrial externa especial, MOM72
(Schlossmann et al., 1994). D'altra banda,
I'AAC i la UCP s' insereixen directament a la
MMI sense passar primer per la matriu, es a
dir que utilitzarien 1'anomenada via no con-
servativa ( Harlt et al., 1989).
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Cinetica del transport
El translocador d'ADP/ATP (AAC) ca-
talitza l ' intercanvi a traves de la membrana
mitocondrial interna d 'ADP citosolic per
ATP generat en la fosforilaci6 oxidativa. El
transport es exclusivament de les formes
lliures i no accepta els complexos amb Mg'-`,
que, per altra Banda, es la manera com es
troben de manera molt majoritaria a l'inte-
rior de la cel•lula . L'estequiometria del pro-
ces es 1 : 1, amb la qual cosa 1'activitat d'aquest
transportador no to un efecte sobre la con-
centracio de nucleotids d'adenina ni en el
citosol ni en el mitocondri , pero si sobre la
relacio ADP/ATP. Tenint en compte la dife-
rencia de carrega electrica entre 1'ADP'- i
1'ATP'- a pH fisiologic, i que no hi ha com-
pensacio directa de carrega per moviment
de protons , s'ha de considerar aquest trans-
port corn a electrogenic . L'energia per a rea-
litzar aquest intercanvi prove del potencial
de membrana de la MMI . S'ha calculat que
1'energia necessaria per a exportar 1'ATP
generat en la fosforilaci6 oxidativa Os el 30%)
de 1'energia obtinguda en la respiracio mito-
condrial en termes de forca protomotriu.
Les mesures cinetiques realitzades amb
mitocondris purificats mostraren que el
transport es asimetric . L'AAC to preferencia
perque transporta ADP dins el mitocondri i
n'extreu ATP respecte al proces invers, en-
cara que s I augmenti molt la concentracio
externa d ' ATP. Els parametres cinetics
d'aquest transport es veuen profundament
influfts per la natura dels nucleotids interns
i externs , i per la presencia o absencia de
potencial de membrana . Aixi, canvis en la
composicio de nucleotids interns provoquen
canvis parallels en la
Km
i V»a pel que fa al
transport d'ADP extern , i suggereixen un
mecanisme de transport de tipus ping-pong.
La K pel que fa al transport d'ADP extern
(1-10 MM) no esta gaire influida per 1'estat
energetic del mitocondri . Pero en canvi, si
que ho esta molt la K per 1'ATP; en estat
desacoblat o desenergitzat es similar a la de
dADP, pero augmenta de 50 a 100 cops en
presencia d'un substrat respiratori ( 150µM).
La V n,ax pel que fa al transport d'ATP cap a
dins el mitocondri tambe es mes baix en
1'estat energitzat pero, en aquest cas,1'efecte
es mes petit , de 2 a 3 cops. El mateix sembla
que succeeix en el transport cap a fora, la
qual cosa s ' ha pogut estudiar en particules
submitocondrials en que s ' aconsegueix que
la membrana mitocondrial interna estigui
invertida respecte al mitocondri original. En
aquests experiments s'observa que l'addici6
de SCN - baixa el potencial de membrana de
les particules i causa una disminucio de
dues vegades la V del transport d'ATP i
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vuit vegades en la K,,,. Quan es purifica
I'AAC i es reconstitui en liposomes es com-
prova que les K., per ADP i ATP externs eren
practicament iguals, entorn de 10 µM, es a
dir, similars a les obtingudes amb mitocon-
dris amb un potencial de membrana baix. Es
un fet destacable que el potencial de mem-
brana tingui un efecte mes gran sobre el
lligam del substrat que sobre la V del
transport (vegeu LaNoue i Schoolwerth, 1979
per revisio i Brandolin at al., 1990).
L'activitat de l'AAC es un punt de control
en el proces d'obtencio d'ATP per la cel.lula,
encara que la forca del control es diferent
segons el teixit i les condicions metaboli-
ques. Aixi,1'AAC exerceix un control parcial
pert majoritari en el proces de la fosforilacio
oxidative en el fetge, perO no en el cor, on el
principal factor limitant es l'activitat de la
cadena respi ratoria (Bohnensack et a!.,1982).
Corn ja hem comentat, 1'AAC fou la pri-
mera proteina transportadora purificada i
sequenciada (Aquila at al., 1982a, b). El mate-
ria I biologic de partida foren mitocondris de
cor de bou. La seva purificacio fou facilitada
per dues caracterfstiques mes aviat excep-
cionals dins el mon dels transportadors. Per
una banda,l'AAC es una proteina majorita-
ria en la membrana mitocondrial interna de
mitocondris de cor. Pot representar ella sola
el 12 "„ del total de proteina de la membrana.
Per I'altra, I'existencia de potents inhibidors
especifics d'aquest transport: atractilat i
carboxiatractilat, toxines vegetals obtingu-
des d'Atractylcs ,guninaifera, que es lliguen
per la part citosolica de 1'AAC i fetid
bongkrekic, toxina bacteriana derivada d'un
acid gras, que ho fa per la part mitocondrial.
conformacio c correspon a l'AAC amb el hoc
d'unio per nucleotids d'adenina a la part
citosolica de la membrana, mentre que la
conformacio in correspon a aquella que to el
hoc d'unio encarant la matriu . L'AAC pot
ser fixat per atractilat (ATR) o carboxi-
atractilat (CATR), que no son permeants, en
la conformacio c, tambe anomenada confor-
macio CATR i per fetid bongkrekic (BA),
que es permeable , en la conformacio na 0
conformacio BA (Klingenberg , 1989). Els
anticossos generats contra el complex CATR-
AAC a penes reconeixen el complex BA-
AAC i viceversa, mentre que els anticossos
generats contra ambdos complexos reconei-
xen la proteina desnaturalitzada (Schultheiss
i Klingenberg , 1984). Aquestes conforma-
tions no son produides per la unio dels
inhibidors sing que preexisteixen en la pro-
teina nativa. S'ha demostrat que existeixen
diferencies importants quant a 1'accessibili-
tat de diferents peptids a anticossos especi-
fics, aixi coin canvis de sensibilitat de dife-
rents residus d'aminoacids a agents reactius
segons que es tracti de mitoplasts pretractats
amb CATR o BA (Marty et al., 1992 ); per tant
hi ha diferencies de conformacio detectables
entre 1 ' estat iii i c. Explotant aquestes dife-
rencies,s ' hacomprovatquel ' addicio d'ADP
o ATP en el medi promou el canvi de confor-
macio de l'AAC, es a dir , el pas de 1 ' estat c a
in, al mateix temps que la translocacio (revi-
sat a Brandolin at al., 1993 ). Derivats de
nucleotids d'adenina no translocables pero
si capacos de lligar-se al mateix hoc d'unio
no indueixen el canvi conformacional. Coin
a consequencia, aquests canvis conforma-
cionals estan lligats al mateix proces de trans-
locacio.
Canvis conformacionals
Existeixen dues conformacions de l'AAC
que es detectaren abans que se'n conegues la
sequencia. Son les conformations c i in. La
Topografia de I'AAC en la membrana
mitocondrial interna
A partir de la sequencia d'aminoacids de
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1'AAC ja es determinaren com a trets carac-
teristics 1'estructura tripartida i un perfil
d'hidrofobicitat que permetia postular 1'exis-
tencia de sis dominis transmembrana, dos
per domini, en forma d'helix a, que es el
model general per a la familia de transporta-
dors mitocondrials. Per al cas de I'AAC,
tanmateix, s'ha proposat un model de cinc
dominis transmembrana (Marty ct al., 1992),
car aquests autors consideren que el grau
d'hidrofobicita t dell aminoacids que forma-
rien el segon domini transmembrana no se-
ria suficient. No havent-se encara aconse-
guit la cristal•litzacio de cap d'aquestes pro-
temes transportadores, els models de la to-
pografia de 1'AAC son hipotetics, basats,
pero, en diferents aproximacions experimen-
tals que, de fet, no permeten ara per ara
discernir entre els models de cinc o sis domi-
nis transmembrana. Aixi, tecniques de
fotomarcatge amb derivats azido d'ADP,
ATP i CATR, modificacio de residus de lisi-
na amb piridoxal 5-fosfat, o modificacio
quimica de residus cisteina amb reactius SH
s'han emprat no tan sols per a estudiar la
topografia de 1'AAC sing tambe per a tenir
informacio dels llocs d'unio dels nucleotids
d'adenina i estudiar el mecanisme del trans-
port. Tambe ha estat molt util la utilitzacio
d'anticossos especifics contra diversos pep-
tids de l'AAC. Estudis realitzats amb anti-
cossos especifics contra 1'extrem N-terminal
(Marty et al., 1992) demostraren que aquest
extrem es accessible des del citosol, ja que
aquests anticossos reconeixien la proteina
utilitzant mitoplasts, es a dir, mitocondris
en que s'ha eliminat la membrana mitocon-
drial externa, pero no quan s'empraven par-
ticules submitocondrials. En aquests estu-
dis tambe s'observa que peptids correspo-
nents als loops A, B i C eren reconeguts pels
anticossos especifics corresponents emprant
particules submitocondrials pero no mito-
plasts; per tant, aquestes arees han d'estar
orientades cap a la matriu en la proteina
nativa. L'us d'anticossos contra 1'extrem C-
terminal, no ha estat tant determinant, ja
que s'ha trobat que existia un reconeixe-
ment, molt feble, pero, per anticossos espe-
cifics, tant emprant particules submito-
condrials com mitoplasts. Aquest resultat
s'interpreta suposant que 1'extrem C-termi-
nal estaria probablement dins la membrana
ja que es tracta d'una regio molt curta, que
podria ser accessible per les dues cares de la
membrana, depenent de les condicions ex-
perimentals. La manca de definicio de 1'ex-
trem C-terminal no permet descartar cap
dels dos models d'insercio de 1'AAC a la
MMI. Combinada amb aquesta aproxima-
cio amb anticossos, es van realitzar estudis
de proteolisi controlada i de segiaenciacio
dels fragments resultants, en que taut els
mitoplasts com les particules submitocon-
drials es van fer reaccionar, en condicions
molt controlades, amb diferents proteases
que no son permeants, i per taut la seva accio
havia de ser externa. El primer resultat ob-
tingut fou mes aviat sorprenent, ja que l'AAC
resulta practicament resistent a 1'atac per
diferents proteases com ara la tripsina,
1'endo-Arg i 1'endo-Lys, a relativament altes
concentracions quan s'empraven mitoplasts,
pero era forca sensible quan s'estudiaven
particules submitocondrials. D'aquesta ma-
nera es va poder determinar 1'orientaci6
matricial d'alguns enllacos peptidics com
R30-V31, R59-160, K42-E43, K146-G147 i
K244-G245 (Marty of al., 1992) (vegeu la
figura 6). L'orientacio a la part de la matriu
d'aquests aminoacids esta d'acord amb el
model general teoric de sis dominis trans-
membrana. Emprant mitoplasts es va estu-
diar el fotomarcatge de l'AAC amb diferents
derivats azido d'ADP i atractilat. Es va com-
provar que els fragments F153 a M200 i Y250
a M281 de 1'AAC decor de bou es marcaven
covalentment amb azido-ADP (Dalbon of
al., 1988) i el primer d'aquests fragments
tambe ho era per azido-ATR (Boulay of al.,
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1983). Tant l'azido-ADP com l'azido-ATR
son no permeants, i per tant el marcatge amb
mitoplasts indica que aquestes regions son
accessibles des del citosol. Pero, els frag-
ments marcats formen part dels loops B i C,
els quals segons el model de sis dominis
transmembrana estarien orientats a la ma-
triu. Aquesta divergencia es pot solucionar
considerant que formen part del canal de
translocacio i que, per tant, han de poder ser
accessibles des dels dos extrems de la mem-
brana. Per marcatge quimic de lisines amb
fosfat de piridoxal s'ha trobat que diverses
A
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lisines, K22, K42, K48, K106 i K162 son acces-
sibles des de les dues cares de la membrana,
cosa que suggereix que formarien part del
canal de translocacio (Figura 6) (Bogner et
al., 1986). Forca informacio s'ha obtingut de
I'Os de reactius SH que ataquen
especfficament residus de cistelna individu-
als com N-etilmaleimida (NEM), que es
permeant, i eosin 5-maleimida (EMA) com a
no permeant. Amb aquests experiments s'ha
determinat l'orientacio matricial de C56,
C159 i C256, mentre que C128 formaria part
d'una regio transmembrana, ja que no es
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Fwrkn 6. Model de topografia de FAAC it la membrana mitocondrial interna. A) Es mostren les positions de les cisteines
de 1'AAC. Noteu que la C 159 estaria en una butxaca del loop B amagada per carregues positives. Observeu , tambe , que les
C159 i especialment la C256 es trobarien embotides dins la membrana . B) Es mostren les lisines reactives a fosfat de piridoxal
i s'indica la proposta de les regions amfipatiques que penetrarien a la membrana (quadres ratllats). A i B son totalment
compatibles (vegeu el text).
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marcat per cap dels dos reactius ( Boulay i
Vignais, 1984; Majima et al., 1993) (Figura 6).
Estudis realitzats amb els reactius SH NEM
i EMA en competencia amb ADP, ATP,
CATR i BKA han permes de proposar que el
floc d'unio de 1'AAC estaria al voltant del
residu C159 de la segiiencia bovina (Majima
et al., 1993 , 1994) ( Figura 6 ), al bell mig del
loop B, que forma part del fragment que
resultava marcat amb azido-ATP i azido-
ATR. Aquesta es una zona que presenta
carrega electrica neta positiva , la qual cosa
estaria d'acord amb el Iligam d 'ADP i ATP
carregats negativament a pH de 7, encara
que probablement la mateixa C159 no hi
estaria directament involucrada ja que noes
troba conservada en els diferents AAC
segiienciats . La regio formaria una especie
de butxaca que penetraria en la membrana
(Figura 6 ) creant un canal a traves d'aquesta.
Aquests estudis tambe indiquen que taut
C159 com, sobretot, C256 es trobarien dins
la membrana (Figura 6 ). Aquesta possibili-
tat tambe ha estat suggerida de manera in-
dependent en analitzar-se les segiiencies
d'aminoecids dels loops B i C. Segons Marty
et al. (1992), tant el en el loop B com en el C hi
hauria dues regions amb caracteristiques
amfipetiques, que formarien petites regions
a-helix, que no tindrien prou longitud per a
travessar la membrana , pero permetrien la
formacio d'un canal mes curt, en produir-se
un aprimament local de la membrana (Figu-
ra 6).
Anelisis de mutagenesi de 1'AAC de Ile-
vat han aportat coneixements importants
amb relacio a 1'essencialitat de diferents re-
sidus d'aminoecids per a 1'activitat AAC
(Nelson et al., 1993). Aquests estudis s'han
realitzat en una Boca de S. cerevisiae a que
s'ha eliminat el gen AAC2, que es el respon-
sable en el llevat de la funcio fisiologica del
translocador . Aquesta soca es incapac de
creixer en un medi on Tunica font energetica
es el glicerol , el qual no es fermentable. La
introduccio del gen per AAC2 amb mutati-
ons puntuals permete d ' estudiar el restabli-
ment de la capacitat de creixement del Ile-
vat. D ' aquesta manera es determine que sis
residus arginina ( R96, R204, R252, R253, R254
i R295 ) i una lisina ( K38) son essencials per al
funcionament correcte d'AAC2. R252, R253
i R254 formen una regio altament conserva-
da RRRMMM, que diferents estudis han
permes de situar en la zona matricial, pre-
sent en quinze de setze translocadors
(RRRLMM en Clorella), que en canvi no es
troba en cap altre membre de la familia de
transportadors . Per tant, aquesta regi6 sem-
bla especifica d'AAC. El mes probable es
que les carregues negatives d'ATP i ADP
interactuin amb carregues positives de
1'AAC, i aquestes arginines altamentconser-
vades son bones candidates per a fer-ho. Els
altres quatre residus essencials presenten
tambe carrega neta positiva , situats en seg-
ments de membrana i estan 100 °4, conser-
vats en totes les segiiencies conegudes
d'AAC . Es consideren llocs d'interaccio du-
rantel transport de nucleotids . L'essencialitat
de R96 ja es coneixia perque es el Hoc d'una
mutacio natural anomenada OP1 o 109 que
produeix deficiencies respiratories ( Adrian
et al., 1986; Lawson et al., 1990 ). En el mutant
pet9, R96 este substituida per H i fa que la
cel•lula no pugui creixer en glicerol. En
aquests mateixos estudis de mutagenesi tam-
be es testa 1 ' essencialitat de diferents residus
que altres estudis de modificacio quimica ja
comentats havien condos que estaven invo-
lucrats en la funcio transportadora , com per
exemple C73, C244 i C271 que es modifica-
ven per NEM , o K179 i K182 que es marcaren
amb 2-azido ATP. Cap d' aquests mostre ser
essencial per al funcionament d'AAC. En el
cas de les cisteines se suposa que no estarien
elles mateixes involucrades en el transport,
encara que si la regio en que es troben.
7R.t,V.SLOGIS, 1I)I'/ TP 133
C M C M
r ^
ATP ATP
PING-PONG SIMULTANI
Eict s s 7. Etiquema dell models cinetics proposets pel funcionament de I'AAC. El model de ping-pong iniplica que FAAC
actin stria Lill dimer amb on dnic Iloc d'uni6. el qual alternativament estaria orientat a la matriu mitocondrial o al citosol. El
model simultani implica quc I'AAC actin ha de tenir com a minim dos Ilocs d ' uni6. En aquest model tant encaixa I 'AAC corn
a dimer amb dos Ilocs d'uniri, coil) un tetr:uner amb un dnic Hoc d'unib per dimer ( vegeu el text).
Mecanisme de transport
El model classic de funcionament de
l'AAC considera que aquest transportador
seria actin en forma dimerica , el qual tindria
un unic lloc d'unio que es reorientaria en el
proces de translocacio (per a revisio vegeu
Klingenberg , 1989 ). En altresparaules,l'ATP
intern es lligaria al hoc d'unio que estaria
orientat cap a la matriu mitocondrial (estat
in), aquesta unio induiria la transicio
conformacional de manera que el hoc d'unio
s'orientaria cap al citosol (estat c). L'ATP
s'alliberaria i com a consegiiencia el hoc
d'unio quedaria lliure per a ser ocupat per
ADP extern . Al seu torn , la unio d'ADP
revertiria el proces, amb la qual cosa 1ADP
seria introduft a la mitocbndria ( Figura 7).
La cinetica d'aquest transport seria, doncs,
de tipus ping-pong . Aquest model tambe es
avalat per la demostracio que l'AAC dimer
to un unic hoc d'unio per CAT. Aixo suposa
que la forma activa de 1'AAC es ]a dimerica.
De fet, es la forma dimerica la que s'obte
quan es purifica el complex AAC-CATR. Hi
ha dades experimentals que contradiuen
aquest model, pero. Aixi, s'han publicat da-
des que indiquen que el nucleotid extern i
1'intern haurien d'estar units al translocador
abans que es produis la translocacio, i per
tant, es tractaria d'una cinetica simultania o
sequential (Brandolin et al., 1993). Aquest
tipus de cinetica nomes es possible si 1'AAC
actiu to com a minim dos llocs d'unio (Marty
et al., 1992). Existeixen dues possibilitats per
a explicar aquesta contradiccio. Per una Ban-
da, si realment 1'AAC dimer nomes tingues
un unic Iloc d'unio, aleshores 1'AAC actiu
podria ser un tetramer (Marty et al., 1992).
Per 1'altra, podria ser que el dimer tingues
1.1.7 1) I'I.\1.5
dos Rocs d'unio, pero per fenomens de
cooperativitat negativa el lligam d'un subs-
trat o CATR impedis el lligam d'un altre
(Nelson i Douglas, 1993), i aixo experimen-
talment donaria la falsa impressio que hi ha
un unic floc. dbviament, hi ha una gran
diferencia entre les dues possibilitats pel
que respecta a 1'estructura tridimensional
de 1'AAC. En la primera possibilitat, que
1'AAC actiu sigui un tetramer, s'ha proposat
que els canals podrien estar formats per
regions dels loops B i C que podrien estar
inserides en la MMIcom a estructures ytni rpin,
ja que aquestes regions amfipatiques es pot
considerar que estan formades per dues helix
a curtes, com ja hem comentat. Cada canal
de translocacio estaria format per la interac-
cio de dos monomers, amb la qual Cosa el
tetramer tindria dos canals de translocacio.
Tenint en compte consideracions esteriques
s'ha proposat quo 1'existencia de segments
amfipatics curts dins d'estructures amb
multiples segments transmenbrana, resul-
taria en aprimaments locals de la membra-
na, iper tant en una distancia de canal
reduida (Marty et X1.,1992). La segona possi-
bilitat, el dimer AAC seria actiu amb dos
llocs d'unio, implica quo cada monomer,
mitjan^ant els sous sis dominis transmem-
brana, formaria un canal de translocacio.
Segons Nelson i Douglas (1993) el diametre
del canal generat d'aquesta manera seria
sufficient per a permetre el pas de molecules
com ADP i ATP. A mes, a cada canal hi
hauria distribuides quatre carregues positi-
ves,100 `%^ conservades en les segiiencies de
tots els AAC, i que ja hem comentat que s6n
essencials per al funcionament del transpor-
tador, quo podrien interactuar amb les tres
carregues negatives de 1'ADP o les quatre de
1'ATP. De totes maneres aquests models no
podran ser validats fins que s'obtinguin da-
des definitives sobre 1'estructura tridimen-
sional de l'AAC.
Gens i isoformes
Shan descrit tres isoformes de 1'AAC en
essers humans, codificades per Bens dife-
rents i expressades de manera especifica a
cada teixit (Stepien ^^t nl., 1992). La isoforma
ANT1 (o T1), expressada principalment al
muscul esqueletic i al cor, la isoforma ANT2
(o T3), de la qual a penes s'ha trobat expres-
sio en elsdiferents teixits humans estudiats,
i la isoforma ANT3 (o T2), de que s'ha trobat
expressio a baix nivell en tots els teixits
humans, pero sembla mes predominant en
aquells teixits aerobics quo no tenon ANT1,
com ara el ronyo,l'intesti o el cervell. Homo-
legs d'aquestesisoformes es troben en altres
organismes com el bou o la rata, si be hi ha
diferencies quant a la distribucio tissular
(Powell et nl., 1989; Stepien et nl., 1992;
Shinohara et rel., 1993). L'homologia de la
sequencia de les proteines isoformes dedu-
ides a partir dels cDNA supera e185'%>, i mes
del 95 °4> si es compara la sequencia d'una
isoforma determinada amb les diferents es-
pecies estudiades. Sembla, doncs,que aques-
tes isoformes sorgiren per processos de du-
plicacio genica fa uns tres-cents milions
d'anys (Stepien ^^t n1.,1992). Bastant anterior-
ment al clonatge de les isoformes, per tecni-
ques immunologiques (Schultheis i
Klingenberg, 1985) es va comprovar que els
anticossos generats contra la proteina puri-
ficada de cor de bou reconeixien principal-
ment 1'AAC decor, menys 1'AAC de ronyo i
amb dificultat 1'AAC purificat de fetge. Per
taut, les proteines d'aquests trey teixits, en-
cara quo relacionades, havien de tenir dife-
rencies en algun(s) epitop(s), i per conse-
giient havien de ser proteines diferents.
L'existencia d'isoformes s'interpreta com la
manera d'aconseguir que cada teixit tingui
1'activitat translocadora ajustada als sous
requeriments. De tota manera aquestes di-
ferencies han de ser fora subtils, si be im-
portants fisiologicament, car les caracteris-
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tiques cinetiques no mostren diferencies im-
portants segons 1'origen dels mitocondris.
Es interessant fer notar que en un organisme
unicellular com S. cerevisiae s'han trobat
tambe tres isoformes d'AAC (Kolarow et al.,
1990; Lawson et al., 1990), encara que no
mantenen tanta homologia entre si com les
isoformes de mamffer que hem comentat.
Mitjancant elegants estudis genetics de
disrupcio genica i sobreexpressio (Gawaz et
al., 1990; Lawson et al., 1990) s'ha comprovat
que tota 1'activitat normal AAC en S. cerevisiae
es deu a la isoforma AAC2, mentre que la
isoforma AAC1, pot compensar 1'absencia
d'AAC2, pero nomes quan el genes troba en
copia multiple. Aquests estudis tambe han
demostrat que la proteina AAC1 to menys
del 40 `Y% d'activitat que 1'AAC2. Es desco-
neix, doncs, el paper funcional de la isoforma
AAC1. Tambe cal ressaltar que la isoforma
AAC3 nomes s'expressa en condicions ana-
erobiques, i que la disrupcio d'aquest gen
comporta una inhibicio del creixement del
Ilevat en aquestes condicions (Kolarow et
al., 1990; Drgon et al., 1991). El seu paper
funcional es creu relacionat amb el proces de
translocacio invers que es pensa que ha
d'existir en aquestes condicions, ja que el
mitocondri necessita ATP i aquest, en condi-
cions anaerobiques, ha de ser generat en el
citosol. Seria interessant investigar si en els
mamifers pot succeir quelcom de similar.
Les tres isoformes humanes descrites
d'AAC corresponen a 1'expressi6 de tres gens
diferents (Cozens et al., 1989; Li et al., 1989;
Ku et al., 1990). Aquests tres gens presenten
una estructura similar quant a la situacio
d'introns. Les seves regions 5' no codificants
(promotors i possibles regions reguladores)
son, pero, forca diferents. El promotor del
gen anti presenta unes tipiques regions
TATA i CAAT, que se solen trobar en gens
de transcripci6 altament regulada. De tota
manera, estudis realitzats en el nostre labo-
ratori revelen que la regio CAAT no seria
funcional. Sabem molt poc encara sobre les
regions reguladores d'aquest gen. S'ha des-
crit una regio que estaria involucrada en
1'expressi6 muscul/cor especifica d'aquesta
isoforma (Li et al., 1990). Es important asse-
nyalar que aquesta regio, OX-BOX, es troba
tambe en el gen de la subunitat j3 de 1'ATP
sintasa mitocondrial. Aixo no obstant, el fet
que no estigui conservada en el gen homo-
leg de rata (Shinohara et al., 1993), posa en
dubte 1'essencialitat real d'aquesta regio pel
que fa a 1'expressi6 especifica de muscul.
Molt recentment, s'han obtingut en el nostre
laboratori dades que involucren factors de
transcipcio ETS en la regulacio de 1'expres-
si6 d'aquest gen aixf com d'altres proteines
mitocondrials relacionades amb el proces
de la fosforilacio oxidativa, com la subunitat
(3 de 1'ATP sintasa o diferents subunitats de
la citocrom oxidasa (Villena et al., 1994).
D'aquesta manera s'ha proposat la familia
de factors de transcripcio ETS corn un siste-
ma d'aconseguir una regulacio coordinada
de 1'expressi6 dels gens del sistema de la
fosforilacio oxidativa.
Menys encara es coneix de les regions
reguladores dels altres dos gens. El gen ant2
presenta una regio promotora amb segiien-
cia TATA pero no CAAT, que sembla que
podria estar substituida per diverses segiien-
cies SPI (Ku et al., 1990). La regio promotora
del gen an t3, no presenta ni segiiencia TATA
ni CAAT, pero si moltes regions SP1(Cozens
et al., 1989), caracteristica que comparteixen
diferents gens d'expressi6 ubiqua.
El gen anti huma esta localitzat en el
cromosoma 4 (Li et al., 1989) mentre que els
gens humans ant2 i ant3 es troben en el
cromosoma X (Schiebel et al., 1993). UaW3 es
troba en la regio pseudoautosomal i escapa
de la inactivacio del cromosoma X. L'ant2 Os
a Xq i sofreix inactivacio (Schiebel et al.,
1993). El significatbiologic d'aquest fet, pero,
no es coneix encara.
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